Aim: to investigate the effect of the selective cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibitor rofecoxib on the incidence of perianastomotic colonic tumors in a model of chemical carcinogenesis in the rat.
INTRODUCTION
Colorectal cancer is the most common digestive cancer in Western Europe and the United States (1) , and the second leading cause of death in the Western world (2) . In our country it has an incidence of 20-30 cases per 100,000 inhabitants per year, and is responsible for 20% of deaths caused by malignancies (3, 4) . Colorectal cancer (CRC) has an overall 5-year survival rate of 60% (5) .
There are basically two strategies to improve the survival of patients with CRC: early detection of the disease and premalignant lesions, and chemoprevention. Early treatment of premalignant or early-stage malignant lesions decreases the incidence and mortality of CRC (6) (7) (8) . Various agents have been proposed as potential chemopreventive agents for CRC, including drugs such as COX-2 inhibitors.
Cyclooxygenase (COX) is the enzyme catalyzing the first steps in the synthesis of prostaglandins from arachidonic acid. There are two COX isoforms, which are structurally similar and catalyze the same chemical reaction, but with different action sites and times: COX-1 is constitutional, and is expressed always by all tissues; COX-2 is in turn inducible by various stimuli generally associated with inflammation (both acute and chronic) (9) (10) (11) .
The activity of COX-2 appears to be related to neoplastic proliferation in aberrant colonic crypts by inhibiting apoptosis or programmed death in tumor cells, and by favoring tumor expansion upon the induction of tumor angiogenesis (12) . Overexpression of COX-2 has been reported in colon tumors; therefore, COX-2-specific inhibitors may be used as preventive agents. Numerous studies have isolated the enzyme cyclooxigenase-2 from the stroma of adenomas, and the stroma and epithelium of CRCs (13) (14) (15) , while some authors have even related the extent of COX-2 expression to CRC survival rates (16) .
Three COX-2 inhibitors are currently available -celecoxib, parecoxib and rofecoxib. Rofecoxib (Vioxx ® , MK-0966) possesses a much greater inhibitory effect than celecoxib, and its inhibition of COX-1 is virtually nil (17) ; however, its availability has been recently discontinued.
The aim of the present study was to assess whether rofecoxib has an inhibitory effect on carcinogenesis as induced in a perianastomotic area. As a secondary objective, a potential dose-dependent effect will be assessed by measuring the two drug concentrations in the diet of animals.
Chemical carcinogenesis will be induced to determine the effect of rofecoxib on the development of induced tumors. Colon carcinogenesis induced by 1-2 dimethylhydrazine (1-2 DMH) induces the formation of aberrant crypt foci in the intestinal epithelium and promotes carcinogenesis after induction. This dysplastic epithelium overexpresses COX-2, and COX-2-specific inhibitors may have a suppressive effect on the colonic tumors induced.
The creation of a colonic anastomosis predisposes to continuous tissue promotion and regeneration, and such a site is prone to the formation of aberrant crypts, dysplasia, adenomas, and adenocarcinomas. The experimental model used simulates the oncogenic process in humans. Rats were operated on to create a colonic anastomosis, and then chemical carcinogenesis was induced to determine the protective effect of rofecoxib on tumor development in the perianastomotic area.
MATERIALS AND METHODS
Forty-five male Sprague-Dawley rats (Criffa, Spain) with a mean weight of 240 g (range 180-300 g) were used in the study. Rats were distributed into three groups: control (n = 15), with the creation of a colocolic anastomosis and chemical carcinogenesis using 1-2 DMH; rofecoxib 0.0027% (n = 15), with a colonic anastomosis and chemical carcinogenesis identical to those in the previous group, and with the addition of dietary rofecoxib at a dose of 27 ppm, and rofecoxib 0.0058% (n = 15), with a colonic anastomosis, chemical carcinogenesis and the addition of dietary rofecoxib at doses of 58 ppm. The carcinogenic induction of colonic neoplasias was achieved with 1-2 DMH (Sigma-Aldrich, Spain).
Dietary and environmental conditions
Rats were housed in type III cages (Criffa, Spain), with two animals per cage. Environmental conditions at the animal storage area were: 12 h/12 h light/dark cycle (light from 8:00 a.m.-8:00 p.m.); uniform temperature of 22 ± 2 ºC, and relative humidity of 60-70%. Food provided was a supplemented maintenance diet including MK-0966 and rofecoxib in doses of 0.0027 or 0.0058% (Purina Lab., USA).
The study complied with guidelines established by Royal Decree 223/1998 and European Directive 86/609/EEC on the protection of animals used in experimentation.
Anesthetic technique
A solution of ketamine, atropine and diazepam was used (50, 10 and 40%, respectively); it was administered intramuscularly at a dose of 4 ml/kg.
Surgical technique
A midline laparotomy of 3-4 cm in length was performed in the lower part of the abdomen, with the site of colonic manipulation being identified at 4 cm from the anus. To create a colocolic anastomosis, a complete section of the colon was performed and the wound was then closed using 5/0 non-reabsorbable suture (polyvinyldifluorethylene, PVDF, Lorca-Marín, Spain). Eight stitches were placed at equal distances and the anastomosis was checked for intraoperative watertightness by the endoanal route.
Carcinogenic induction and administration of rofecoxib
After eight days in the postoperative period colonic tumors were induced with 1-2 DMH by administering 18 weekly subcutaneous injections at a weekly dose of 25 mg/kg of weight, and rofecoxib was administered orally, mixed with food, at the previously indicated concentrations of 27 or 58 ppm.
Follow-up and sacrifice
Animals were examined weekly, and special attention was paid to their weight, abdominal perimeter, presence and quality of stools, and presence of rectal bleeding. All animals were sacrificed in postoperative week 20 and the colon was examined for colonic tumors. Sacrifice was by anesthetic overdose, and a midline laparotomy was performed to search for the presence of extradigestive tumors or macroscopic tumors in the small intestine. The entire colon was removed from the anus to the cecum, also including 1 cm of the terminal small intestine. Pieces were fixed in a 10% formaldehyde solution for histologic examination.
Examination of colonic tumors
The entire large intestine of each animal was examined to determine three parameters: number of tumors, tumor surface area, and percentage of tumor surface area (percentage of colon area occupied by tumor tissue). The perianastomotic area including one centimeter on each side of the anastomosis suture line was separated. Percentage of tumor was determined by estimating total colon surface area versus tumor surface area in the colon. A histologic study of colonic pieces also determined histologic type, histologic grade, tumor invasion, and lymph node involvement for each individual lesion.
Statistical analysis
Study data were analyzed using the SPSS and G-Stat software programs, and statistical analyses were performed using one-factor ANOVA models (Scheffé and Bonferroni test) and Chi squared tables.
RESULTS

Mortality
The overall mortality rate in the study was 4.44% (2 out of 45 animals). There was one postoperative death in the control group, which was replaced by another animal as it occurred early in the study; another death occurred in the rofecoxib 0.0058% group that was not replaced, since this one occurred in the middle of the study; thus this group had a total of 14 valuable animals.
Alterations in colonic transit
No alterations occurred in gastrointestinal transit; a macroscopic study of the colon after sacrifice found no totally or partially stenosing neoplasms.
Number of tumors
A total of 56 colonic tumors were found in the 44 animals studied, with a mean of 1.27 colonic tumors per animal. Of these 56 tumors, 49 were malignant tumors (adenocarcinomas) and 7 were adenomas. The mean number of adenomas per animal was 0.16, whereas the mean number of adenocarcinomas was 1.11. The distribution of these tumors is shown in table I. Differences between groups in the incidence of malignant and benign tumors were not significant.
With regard to the location of adenocarcinomas, most occurred in the perianastomotic area (57.14%) (Table II) . When the number of tumors in each area was compared to the colon surface area in this region, it was found that 0.34 tumors/cm 2 occurred in the perianastomotic area, whereas 0.048 tumors/cm 2 were found in the rest of the colon.
Microscopic tumor surface area
Total colon tumor surface area for all animals included in the study was 22 , adenocarcinomas. Mean tumor surface area was similar in groups studied, with a value of 0.56 ± 0.52 cm 2 in the control group, 0.48 ± 0.42 in the low-dose rofecoxib group, and 0.44 ± 0.52 cm 2 in the high-dose rofecoxib group. Considering only anastomotic tumors, tumor surface area was moderate in the rofecoxib groups (0.26 ± 0.23 for highdose rofecoxib and 0.22 ± 0.19 for low-dose rofecoxib) versus the control one (0.46 ± 0.35), with differences being non-significant. With respect to extra-anastomotic tumors, differences were subtle.
Microscopic tumor percentage
This parameter is the most reliable indicator of induced carcinogenesis, as it assesses the formation of glandular tissue with adenocarcinoma adjusted to the size of the colon in each animal. There were differences in animal weight and so in colon size, but the relationship between tumoral surface and total colon surface was the best parameter. In the control group, average weight at the beginning of the study was 294.6 g (range 210-320), while in 0.0027% rofecoxib was 225.6 g (170-265), and in 0.0058% rofecoxib was 298.7 g (250-350).
The percentage results for adenomas were practically negligible, since they accounted for only 0.15% of total colon surface area. Considering all colonic adenocarcinomas induced, we observed that the highest percentage was obtained in the control group -4.83% (4.83 ± 3.8)-whereas it decreased in the group receiving 0.0027% doses of rofecoxib to 3.53% (3.53 ± 2.6), and was practically negligible in the group receiving 0.0058% doses of rofecoxib, with a value of 0.033% (0.03 ± 0.01). These differences were significant when the latter group was compared to the previous two groups (p < 0.01 and p < 0.0001, one-factor ANOVA, LSD and Scheffé test) ( Fig. 1 ).
If we consider perianastomotic tumors, previously found differences remained, but a significant reduction was only achieved with rofecoxib at doses of 0.0058% (p = 0.0056, one-factor ANOVA, LSD and Scheffé). Differences between rofecoxib in doses of 0.0027% and 0.0058% were similar to those found for the colon overall, but they had a value of p = 0.054 (Fig. 2) .
When extra-anastomotic tumors were assessed, we found results similar to those obtained for the colon overall. Differences were significant for the rofecoxib 0.0058% group versus the control group and versus the rofecoxib 0.0027% group, with tumor percentages that were nearly negligible for the high-dose rofecoxib group -0.029% (0.029 ± 0.01)-versus percentages of 3.59 (3.59 ± 2.6) in the low-dose rofecoxib group and 2.68 (2.68 ± 1.5) in the control group (p = 0.0043, one-factor ANOVA, LSD and Scheffé) (Fig. 3 ).
Histologic study
Adenomas (n = 7) accounted for 12.5% of tumors induced, and the remainder were adenocarcinomas (87.5% of neoplasias). Adenocarcinomas were well differentiated in 26.53%, moderately differentiated in 44.89%, and poorly differentiated in 28.58% of cases. As for the degree of invasion in adenocarcinomas, most reached the submucosa (57.14%) and 42.85% invaded beyond the submucosa. A total of 179 epicolic nodes (4.06 per rat) were isolated, 14 (7.8%) of which contained micrometastases from adenocarcinoma. None of the differences between groups in these parameters was significant. 
DISCUSSION
The first evidence of a relationship between NSAIDs and colon cancer was obtained in an epidemiological study conducted by Kune in 1988 (18) , where a lower incidence of CRC was observed in patients with inflammatory bowel disease who were chronic users of sulfasalazine.
More than 100 studies have been published that evaluate NSAIDs in the chemoprevention of drug-induced CRC in animal models, and over 85% of them show that NSAIDs reduce the incidence and multiplicity of these tumors (19, 20) .
With regard to COX-2 selective inhibitors, the first evidence of their efficacy in animals is from studies conducted in Min (multiple intestinal neoplasia) mice, a transgenic mouse model with a dominant mutation in the APC (adenomatous colon polyposis) gene that is characterized by the development of multiple intestinal adenomas at an early age (21) . In these rats, the administration of celecoxib causes a greater reduction in the number of adenomas versus piroxicam. The administration of rofecoxib also causes similar effects in these mice (21) (22) (23) . The effects of COX-2 selective inhibitors have also been studied in rats exposed to azoxymethane, a potent colon carcinogen. In these models of drug-induced carcinogenesis aberrant foci of colon crypts were reduced by 40-49% when celecoxib was administered. Subsequent studies have confirmed significant reductions in the incidence of CRC and in its multiplicity in animals exposed to carcinogen and treated with celecoxib (24, 25) . Most of these studies have been carried out with celecoxib, and there are few studies with rofecoxib, which has a 2-fold greater selectivity for COX-2 than celecoxib. Currently, proapoptotic mechanisms have been described for coxibs that may be COX-2-independent; thus the chemoprevention of colorectal cancer may depend on two ways -with and without COX dependence.
The compound MK-0966, rofecoxib, undergoes rapid absorption in rats and attains peak blood concentration 30 minutes after administration. Dose increases greater than 5 mg/kg do not result in increased plasma levels of the drug in the rat (26) . It is primarily excreted in the bile, and metabolites derived from drug oxidation, glucuronoconjugation and reduction are not active in terms of cyclooxygenase-1 or -2 inhibition (27) . Doses used in this study, 0.0027 ppm and 0.0058 ppm, are equivalent to 1.2 mg/kg and 2.5 mg/kg of weight. These drug concentrations are high if we compare them to the typical doses used for arthritis and acute pain, but according to clinical studies on pharmacokinetics, COX-2 inhibition is greater at higher doses, and the tolerability of high doses was acceptable (28) . Last year MSD withdrew rofecoxib from the market in view of the results of the APPROVe study for the prevention of colic adenoma with rofecoxib regarding cardiovascular toxicity. However, further investigation of COX-2 inhibition in colorectal cancer is needed.
Recently, Becerra et al. (29) published their results from a study on metastatic colorectal cancer, where the addition of rofecoxib to conventional chemoterapy did not improve efficacy. Doses employed by Becerra et al. were 50 mg/day, lower than those deemed useful in our study.
Most studies only refer to the number of colon tumors and omit parameters as important as tumor surface area and percentage. When not referring to aberrant crypts or dysplastic foci, but to induced colon tumors, we believe that microscopic tumor percentage should be evaluated, as it is the only parameter relating the amount of tumor tissue with the size of the colon being studied. The drug regimen used was 25 mg/kg of 1-2DMH for 18 weeks with animal sacrifice in week 20, which has been shown to be more effective than other induction regimens using the same drug (30, 31) , and to also shorten study duration.
In this study we found that rofecoxib in doses of 2.5 mg/kg or 0.0058 ppm significantly reduced the percentage of malignant colon tumors, i.e., drug-induced adenocarcinomas, versus the control group and versus rofecoxib in doses of 1.2 mg/kg or 0.0027 ppm. This result agrees with a study recently reported by Oshima et al., in which rofecoxib inhibited polyposis in APCdelta716 mice, which develop intestinal polyposis and secondary carcinomas (23, 32) .
When perianastomotic and extra-anastomotic tumors were considered separately, we found that rofecoxib in doses of 2.5 mg/kg reduced the percentage of colon tumors versus the control group both in the anastomotic area and the rest of the colon, with statistically significant differences. Differences in the slowing down of drug-induced carcinogenesis between rofecoxib 1.2 mg/kg and rofecoxib 2.5 mg/kg were significant when all adenocarcinomas were considered and when only extra-anastomotic adenocarcinomas were considered. In the anastomotic area, the higher dose of rofecoxib was not found to be significantly better than the lower, 1.2 mg/kg dose (p = 0.054).
We conclude that rofecoxib at doses of 2.5 mg/kg or 0,0058 ppm significantly reduces chemical colon carcinogenesis in rats, both in the perianastomotic area and in the rest of the colon. In the extra-anastomotic area, rofecoxib in doses of 2.5 mg/kg has a significantly greater inhibitory effect than rofecoxib in doses of 1.2 mg/kg or 0.0027 ppm.
Since rofecoxib delays chemical colon carcinogenesis in rats, we believe it a drug deserving assessment in future studies of colorectal cancer. This sustained effect in the perianastomotic area may have important implications for operated colorectal cancer with a risk for locoregional recurrence. We agree with Taxonera et al. (33) when they claim that the future of colorectal cancer therapy may lie in drug combinations, with coxibs taking part as agents that may have an antitumoral effect at different levels. 
RESUMEN
Objetivo: investigar el efecto de un inhibidor selectivo de la ciclooxigenasa-2, rofecoxib, en la incidencia de tumores cólicos perianastomóticos en un modelo de carcinogénesis farmacológica en ratas.
Diseño experimental: estudio experimental con 45 ratas Sprague-Dawley macho, asignadas aleatoriamente a uno de los tres grupos: control (n = 15), con anastomosis colo-cólica y carcinogénesis con 1-2 dimetilhidracina; rofecoxib 0,0027% (n = 15), con anastomosis cólica y carcinogénesis farmacológica y adición de rofecoxib en la dieta a dosis de 27 partes por millón, y rofecoxib 0,0058% (n = 15), con anastomosis, carcinogénesis y adición de rofecoxib en la dieta a dosis de 58 ppm. La inducción carcinogénica se realizó con 1-2 DMH a dosis semanal de 25 mg/kg de peso durante 18 semanas y se analizaron los tumores cólicos inducidos en la semana 20 del postoperatorio. El principal paráme-tro evaluado fue el porcentaje de tejido cólico neoplásico, que relaciona la superficie tumoral con la superficie del colon.
Resultados: el rofecoxib a dosis de 0,0058 ppm redujo significativamente la carcinogénesis cólica inducida en ratas, tanto a nivel perianastomótico como en el resto del colon (p < 0,01). A nivel extraanastomótico, el rofecoxib a dosis de 2,5 mg/kg fue significativamente superior en su efecto inhibidor al rofecoxib a dosis de 1,2 mg/kg o 0,0027 ppm (p < 0,005).
Conclusiones: el rofecoxib produce una disminución en la carcinogénesis cólica farmacológicamente inducida en ratas. Este efecto se mantiene en el área perianastomótica, por lo que puede ser interesante investigar su implicación en el cáncer colorrectal intervenido con riesgo de recidiva locorregional.
Palabras clave: Rofecoxib. Cáncer colorrectal. Rata. Adenocarcinoma. Ciclooxigenasa.
INTRODUCCIÓN
El cáncer colorrectal (CCR) es el cáncer digestivo más frecuente en Europa Occidental y EE.UU. (1) y la segunda causa de muerte en el mundo occidental (2) . Nuestro país presenta una incidencia de 20-30 casos por 100.000 habitantes y año, siendo responsable del 20% de las muertes por procesos malignos (3, 4) . El CCR presenta una supervivencia global del 60% a los 5 años (5).
Existen fundamentalmente dos estrategias que pueden mejorar la supervivencia de los pacientes con CCR: la detección precoz y la quimioprevención. El tratamiento precoz de las lesiones premalignas o malignas en estadio inicial, disminuye la incidencia y la mortalidad por CCR (6) (7) (8) . Se han propuesto diversos agentes que podrían actuar como posibles quimiopreventivos del CCR, entre ellos fármacos como los inhibidores de la ciclooxigenasa-2 (COX-2).
La ciclooxigenasa (COX) es la enzima que cataliza los dos primeros pasos de la síntesis de prostaglandinas a partir de ácido araquidónico. Existen dos isoformas de COX, estructuralmente similares pero que actúan en lugares y momentos diferentes: la COX-1 se manifiesta siempre en todos los tejidos; mientras que la COX-2 es inducible por varios estímulos generalmente asociados con la inflamación (aguda y crónica) (9) (10) (11) .
La actividad COX-2 parece estar en relación con la proliferación neoplásica en criptas aberrantes del colon, inhibiendo la apoptosis y favoreciendo la expansión tumoral mediante la inducción de la angiogénesis en el tumor (12) . El hecho de que se haya encontrado sobreexpresión de COX-2 en tumores de colon lleva a pensar que los inhibidores de la COX-2 podrían servir como agentes preventivos. Múltiples estudios han logrado aislar la enzima COX-2 del estroma de los adenomas y del estroma y del epitelio de los CCR (13) (14) (15) , incluso algunos autores han relacionado su expresión y la supervivencia del CCR (8, 16) .
Existen tres inhibidores de la COX-2, el celecoxib, el parecoxib y el rofecoxib. El rofecoxib (Vioxx ® , MK-0966), posee un mayor efecto inhibidor de la COX-2 que el celecoxib y su efecto inhibitorio sobre la COX-1 es prácticamente nulo (17) , pero ha sido recientemente suspendida su comercialización.
El presente estudio pretende valorar si existe un efecto inhibidor del rofecoxib sobre la carcinogénesis a nivel perianastomótico. Como objetivo secundario se valorará si este efecto es dosis dependiente, valorando dos concentraciones del fármaco en la dieta de los animales.
Se inducirá carcinogénesis farmacológica cólica con 1-2 dimetilhidracina (1-2 DMH), que induce la formación de Influencia del rofecoxib en la carcinogénesis cólica perianastomótica inducida en ratas focos de criptas aberrantes en el epitelio cólico y promociona la carcinogénesis tras su inducción. Este epitelio displá-sico tiene sobreexpresión de COX-2, y su inhibición puede tener un efecto supresor sobre los tumores inducidos. La creación de una anastomosis cólica predispone a la promoción y regeneración tisular continuada, siendo un lugar predispuesto a la formación de criptas aberrantes, displasias, adenomas y adenocarcinomas. En el presente estudio se intervendrá a los animales creando una anastomosis cólica, con el fin de dilucidar el efecto protector del rofecoxib en el desarrollo tumoral en el área perianastomótica.
MATERIAL Y MÉTODO
En el estudio se emplearon 45 ratas Sprague-Dawley macho (de Criffa, España), con un peso medio de 240 g (rango 180-300 g), distribuidas en tres grupos: control (n = 15), con creación de una anastomosis colo-cólica y carcinogénesis con 1-2 DMH; rofecoxib 0,0027% (n = 15), con anastomosis y carcinogénesis igual que en el grupo anterior y adición de rofecoxib en la dieta a dosis de 27 ppm, y rofecoxib 0,0058% (n = 15), con anastomosis, carcinogé-nesis y adición de rofecoxib a dosis de 58 ppm. La inducción carcinogénica se realizó con 1-2 DMH (Sigma-Aldrich, España).
Condiciones dietéticas y ambientales
Las ratas fueron alojadas en jaulas tipo III (Criffa, España). Las condiciones ambientales del estabulario fueron: periodo luz/oscuridad de 12/12 horas (luz de 8,00 a.m.-8,00 p.m.); temperatura homogénea de 22 ± 2 ºC, y humedad relativa del 60-70%. La dieta suministrada fue dieta de mantenimiento suplementada con el fármaco MK-0966, rofecoxib, a dosis de 0,0027 y 0,0058% (Purina Lab., USA).
Se cumplieron las directrices marcadas por el Real Decreto 223/1998 y por la Directiva de la Unión Europea 86/609/CEE, sobre la protección de animales utilizados para experimentación.
Método anestésico
Se empleó una solución de ketamina, atropina y diazepam (50, 10 y 40% respectivamente), administrado a razón de 4 ml/kg por vía intramuscular.
Método quirúrgico
Se realizó laparotomía media de 3-4 cm de longitud en la parte inferior del abdomen, identificando el lugar de manipulación cólica a 4 cm del ano. Para la creación de la anastomosis colo-cólica, se procedía a la sección cólica completa con posterior sutura con material irreabsorbible de calibre 5/0 (polivinildifluoretileno, PVDF, de LorcaMarín, España). Se colocaban ocho puntos equidistantes y se comprobaba la estanqueidad intraoperatoria de la anastomosis por vía endoanal.
Inducción carcinogénica y administración de rofecoxib
Se administraron dieciocho inyecciones subcutáneas semanales de 1-2 DMH, a una dosis semanal de 25 mg/kg de peso. El rofecoxib fue administrado por vía oral, mezclado con la dieta oral a las concentraciones mencionadas de 27 y 58 ppm.
Seguimiento y sacrificio
Los animales eran examinados semanalmente, para detectar alteraciones al tránsito digestivo y aparición de rectorragias. Todos los animales serían sacrificados en la semana 20 postoperatoria con sobredosis anestésica y el colon examinado en busca de tumores cólicos. En el sacrificio se realizó laparotomía media y el colon fue extirpado en su totalidad, desde el ano hasta el ciego incluyendo además 1 cm de intestino delgado terminal. Las piezas fueron fijadas en solución de formol al 10% para su examen histológico.
Estudio de los tumores cólicos
Se examinó el colon de cada animal determinando tres parámetros: número de tumores, superficie tumoral y porcentaje tumoral. Se separó el área perianastomótica que incluía un centímetro a cada lado de la línea anastomótica. El porcentaje tumoral se determinó relacionando la superficie global del colon y la del colon ocupado por tumor. En el estudio histológico de las piezas cólicas se determinaron el tipo histológico de cada tumoración, el grado histológico, la invasión tumoral y la afectación ganglionar.
Análisis estadístico
Los datos se analizaron con los programas SPSS y GStat, y el análisis estadístico se realizó con modelos Anova unifactorial (LSD y test de Bonferroni o Scheffé) y Chi cuadrado. grupo control que se reemplazó por otro animal, al ser un deceso precoz, y otra en el grupo con rofecoxib 0,0058%, que no se reemplazó al ser un deceso en mitad del estudio, quedando este grupo con 14 animales evaluables.
RESULTADOS
Alteraciones al tránsito cólico
En la inspección semanal no aparecieron alteraciones al tránsito digestivo; tras el estudio histológico del colon no se halló ninguna neoplasia que fuera total o parcialmente estenosante.
Número de tumores
Se hallaron un total de 56 tumores cólicos en los 44 animales estudiados, con una media de 1,27 tumores cólicos por animal. De ellos, 49 fueron adenocarcinomas y 7 adenomas. La media de adenomas por animal fue de 0,16, mientras que la de adenocarcinomas fue de 1,11. La distribución de estos tumores se describe en la tabla I. Las diferencias entre los grupos en relación a la incidencia de tumores malignos o benignos no fueron significativas.
En cuanto a la localización de los adenocarcinomas, la mayoría asentaron en el área perianastomótica (57,14%) (Tabla II). Si relacionamos la cantidad de tumores en cada área con la superficie del colon a dicho nivel, encontramos que en el área perianastomótica asentaron 0,34 tumores /cm 2 , mientras que en el resto del colon se hallaron 0,048 tumores/cm 2 . corresponden a tumores benignos y el resto, 21,98 cm 2 , a adenocarcinomas. La media de la superficie tumoral fue similar en los grupos estudiados con un valor de 0,56 ± 0,52 cm 2 en el grupo control, 0,48 ± 0,42 en el grupo con rofecoxib a dosis baja, y 0,44 ± 0,52 cm 2 en el de rofecoxib a dosis alta. Considerando sólo los tumores anastomóticos la superficie fue la mitad en los grupos con rofecoxib (0,26 ± 0,23 en dosis altas y 0,22 ± 0,19 en dosis bajas) que en el grupo control (0,46 ± 0,35), si bien las diferencias no fueron significativas. En cuanto a los tumores no anastomóticos las diferencias fueron sutiles, sin diferencias significativas entre los grupos.
Superficie tumoral microscópica
Porcentaje tumoral microscópico
Este parámetro es el más fiel indicador de la carcinogénesis inducida pues valora la formación de tejido glandular con adenocarcinoma ajustado al tamaño del colon de cada animal. Existían diferencias en el peso de los animales, y por tanto en el tamaño del colon, por lo que la relación entre la superficie del tumor y la del colon global es el parámetro más fiable. Así, en el grupo control la media de peso a la entrada en el estudio es de 249,6 g (rango 210-320), mientras que en el grupo con rofecoxib 0,0027% fue de 225,6 g (170-265) y en el grupo con rofecoxib 0,0058% fue de 298,7 g (250-350). Los resultados del porcentaje para los adenomas son prácticamente despreciables, pues suponen globalmente un 0,15% de la superficie cólica.
Considerando todos los adenocarcinomas cólicos inducidos, el mayor porcentaje se obtiene en el grupo control, 4,83% (4,83 ± 3,8) , mientras que disminuye en el grupo con rofecoxib a dosis de 0,0027% hasta 3,53% (3,53 ± 2,6), siendo prácticamente despreciable en el grupo con rofecoxib a dosis de 0,0058%, con un valor de 0,033% (0,03 ± 0,01). Estas diferencias fueron relevantes al comparar el último grupo con los anteriores (p < 0,01 y p < 0,0001, Anova unifactorial, test LSD y Scheffé) (Fig. 1) .
Si consideramos los tumores perianastomóticos, se mantienen las diferencias halladas previamente, pero sólo se consigue una reducción significativa con el rofecoxib a dosis de 0,0058% (p = 0,0056, Anova unifactorial, LSD y Scheffé). Las diferencias entre el rofecoxib a dosis de 0,0027% y 0,0058% fueron similares a las halladas en el colon global, pero no fueron significativas (p = 0,054) (Fig. 2) .
Al valorar los tumores del área extraanastomótica, nos encontramos resultados similares a los hallados en el colon global. Las diferencias del grupo con rofecoxib 0,0058% son relevantes respecto al grupo control y respecto al rofecoxib 0,0027%, con porcentajes tumorales casi despreciables para el rofecoxib a dosis altas, 0,029% (0,029 ± 0,01), frente a porcentajes de 3,59 (3,59 ± 2,6) en el grupo con rofecoxib a dosis menores y de 2,68 (2,68 ± 1,5) en el grupo control. (p = 0,0043, Anova unifactorial, LSD y Scheffé) (Fig. 3) .
Estudio histológico
Los adenomas (n = 7) representaron el 12,5% de los tumores inducidos, siendo el resto adenocarcinomas (87,5%). Los adenocarcinomas fueron bien diferenciados en el 26,53% de los casos, moderadamente diferenciados en 44,89% y pobremente diferenciados en el 28,58%. En cuanto al nivel de invasión en los adenocarcinomas, la mayoría alcanzaban la submucosa (57,14%), siendo invasores más allá de la submucosa en el 42,85%. Se aislaron un total de 179 ganglios epicólicos (4,06 por animal), albergando micrometástasis por adenocarcioma 14 de ellos (7,8%). Ninguna de las diferencias entre los grupos en relación a estos parámetros fue relevante.
DISCUSIÓN
La primera evidencia de la relación entre los AINE y el cáncer de colon se deriva de un estudio epidemiológico realizado por Kune en 1988 (18) , observando la menor incidencia de CCR en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal consumidores crónicos de sulfasalazina.
Existen más de 100 estudios publicados que evalúan a los AINE en la quimioprevención del CCR farmacológi-camente inducido en modelos animales y más del 85% de ellos demuestran que los AINE reducen la incidencia y la multiplicidad de estos tumores (19, 20) .
En cuanto a los inhibidores selectivos de la COX-2, la primera evidencia de su eficacia en animales se debe a estudios realizados sobre ratones Min (multiple intestinal neoplasia), con una mutación dominante del gen APC, que se caracteriza por el desarrollo de múltiples adenomas intestinales a edades tempranas (21) . Sobre estos animales, la administración de celecoxib frente a piroxicam produce una disminución mayor del número de adenomas. Del mismo modo, la administración de rofecoxib produce efectos similares en estos ratones (21) (22) (23) . También se han estudiado los efectos de los inhibidores selectivos de la COX-2 en ratas expuestas al azoximetano, un potente carcinógeno cólico. En estos modelos de carcinogénesis inducida farmacológica-mente se redujeron los focos aberrantes de las criptas del colon en un 40-49% si se administraba celecoxib. Estudios posteriores han confirmado importantes reducciones en la incidencia de CCR y en su multiplicidad en los animales expuestos al carcinógeno y tratados con celecoxib (24, 25) . En la actualidad se han descrito mecanismos proapoptosis para los coxibs que son COX-independientes, por lo que la quimioprevención levantes. Las diferencias entre la inhibición de carcinogé-nesis inducida con rofecoxib a dosis de 1,2 mk/kg y 2,5 mg/kg son relevantes al considerar todos los adenocarcinomas de manera global y al considerar los adenocarcinomas extraanastomóticos. A nivel anastomótico la dosis mayor de rofecoxib no se mostró significativamente mejor que la dosis menor de 1,2 mg/kg (p = 0,054).
Podemos concluir que el rofecoxib a dosis de 2,5 mg/kg o 0,0058 ppm reduce significativamente la carcinogénesis cólica farmacológicamente inducida en ratas, tanto a nivel perianastomótico como en el resto del colon. A nivel extraanastomótico, el rofecoxib a dosis de 2,5 mg/kg es significativamente superior en su efecto inhibidor al rofecoxib a dosis de 1,2 mg/kg o 0,0027 ppm.
Dado que el rofecoxib produce una inhibición en la carcinogénesis cólica farmacológicamente inducida en ratas, creemos que la inhibición de la COX-2 debe ser considerada en futuros estudios relacionados con el cán-cer colorrectal. Este efecto mantenido en el área perianastomótica puede tener importante implicación en el cáncer colorrectal intervenido con riesgo de recidiva locorregional. Como opinan Taxonera y cols., puede que el futuro del tratamiento y la quimioprevención del CCR resida en la asociación de fármacos, entre los que estarían los coxibs, que ejerzan de manera sinérgica un efecto antitumoral a distintos niveles (33) .
